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The first Ukrainian real-time reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-qPCR) based test kit 
for the differential diagnosis of African (AFS) and Classical swine fever (CSF) has been developed in the 
Institute of Veterinary Medicine of NAAS. The proposed test kit allows simultaneous detection of three 
targets: ASFV DNA, CSFV cDNA and an internal control sample. The goal of this work was to provide an 
expert evaluation of the RT-qPCR kit for differential diagnosis of ASF and CSF according to appearance, 
analytical sensitivity, specificity and repeatability. Interdepartmental evaluation of the kit was conducted in 
the State Scientific and Research Institute of Laboratory Diagnostics and Veterinary and Sanitary Expertise 
(DNDILDEVSE) in accordance with the approved methodology. The RT-qPCR kit sensitivity was deter-
mined by testing 10-fold serial dilutions of the ASFV DNA and CSFV cDNA (concentration range was 103–
100 copies/μl). For specificity determination reference samples of ASFV DNA different genotypes, ASF and 
CSF positive and negative field samples, as well as pathogens which cause similar to ASF and CSF clinical 
syndromes were used. Sample preparation and amplification were performed according to the test kit in-
structions. The amplification was accomplished on QuantStudio™ 5 System (Applied Biosystems). As a 
result of accomplished interdepartmental evaluation high sensitivity, specificity and repeatability of RT-
qPCR kit were confirmed. In particular, it was determined that the limit of detection of the RT-qPCR kit was 
5 copies of the ASFV and CSFV genomes per one reaction. The high specificity of the assay to ASFV (I, II, 
V, VIII, IX and X genotypes) and CSFV was confirmed. It was showп no cross-reactions with closely related 
pigs viruses (porcine circovirus type 2, porcine reproductive and respiratory syndrome virus and virus of 
Aujeszky's disease). The high enough repeatability of results was also confirmed. In conclusion, the ob-
tained results are in compliance with the requirements of the RT-qPCR kit normative and technical docu-
mentation. This RT-qPCR kit will be recommended for use in veterinary medicine laboratories after its 
registration would be done. 
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Апробація ЗТ-ПЛР тест-системи для диференційної діагностики  
африканської та класичної чуми свиней  
 
С.С. Мандигра, Л.М. Музикіна, Л.М. Іщенко, Г.А. Коваленко, І.В. Галка, В.Г. Спиридонов, 
С.А. Ничик 
 
Інститут ветеринарної медицини НААН, м. Київ, Україна 
 
В Інституті ветеринарної медицини НААН уперше в Україні розроблено діагностичний набір для диференційної діагностики 
африканської (АЧС) та класичної чуми свиней (КЧС) методом зворотно-транскриптазної полімеразної ланцюгової реакції (ЗТ-
ПЛР) у режимі реального часу. Розроблений діагностикум дозволяє одночасно детектувати три мішені: ДНК вірусу АЧС, кДНК 
вірусу КЧС і внутрішній контрольний зразок. Метою роботи було провести експертну оцінку діагностичного набору для дифере-
нційної діагностики АЧС та КЧС методом ПЛР у режимі реального часу за показниками: зовнішній вигляд, чутливість, специфіч-
ність і збіжність результатів. Міжвідомчі випробування діагностикуму було проведено на базі Державного НДІ з лабораторної 
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діагностики та ветеринарно-санітарної експертизи (ДНДІЛДВСЕ) згідно з розробленою і затвердженою методикою. Для визна-
чення чутливості діагностикуму досліджували серію 10-кратних розведень ДНК вірусу АЧС і кДНК КЧС (в концентрації 103–100 
копій/мкл). Для визначення специфічності дослідували референтні зразки ДНК вірусу АЧС різних генотипів, польові зразки позити-
вні та негативні щодо АЧС, КЧС, а також сторонні збудники. Підготовку зразків та проведення ампліфікації проводили здіно з 
листівкою-вкладкою до діагностикуму. Ампліфікацію здійснювали на приладі QuantStudio™ 5 System, виробник «Applied 
Biosystems». У результаті роботи підтверджено високу чутливість, специфічність та збіжність діагностикуму. Зокрема визна-
чено, що чутливість тест-системи становить близько 5 копій ДНК вірусу АЧС та 5 копій кДНК вірусу КЧС на одну реакцію. 
Підтверджено специфічність діагностикуму до вірусів АЧС (І, ІІ, V, VIII, IX,X генотипів) та КЧС. При цьому не спостерігалось 
неспецифічних реакцій зі сторонніми вірусами (цирковірус свиней 2-го типу, вірус репродуктивно-респіраторного синдрому свиней, 
вірус хвороби Ауєскі). Підтверджено також достатньо високу збіжність результатів. Загалом, отримані результати відповіда-
ють вимогам нормативно-технічної документації діагностикуму. Протестований діагностикум після проведення реєстрації буде 
рекомендований для використання у лабораторіях ветеринарної медицини. 
 
Ключові слова: африканська чума свиней, АЧС, класична чума свиней, КЧС, ЗТ-ПЛР у режимі реального часу. 
 
Вступ 
 
В Україні зростання економічної ефективності ви-
робництва свинини завжди було пріоритетним за-
вданням аграрної політики (Nesterenko, 2015; Beltran-
Alcrudo et al., 2017). Але в останні роки галузь сви-
нарства в нашій державі перебуває у кризовому стані, 
що є наслідком епізоотії африканської чуми свиней 
(АЧС). Тільки за останні чотири роки кількість сви-
ней в Україні скоротилась на 23,4% і станом на 1 
березня 2018 р. склало 6,07 млн голів (ukrstat.gov.ua; 
Hryshchenco, 2017).  
Складна епізоотична ситуація щодо АЧС в Украї-
ні, де спалахи хвороби реєструються практично у всіх 
областях (з 2012 р. зареєстровано 356 випадків АЧС), 
потребує оперативного й ефективного виконання 
комплексу профілактичних і протиепізоотичних захо-
дів (asf.vet). Оскільки засобів специфічної профілак-
тики і лікування АЧС не існує, діагностика є ключо-
вою ланкою ветеринарно-санітарних заходів у боро-
тьбі з епізоотією (Costard et al., 2009; Gallardo et al.,  
2015). 
Своєчасна (рання) і достовірна діагностика АЧС 
має першочергове значення, оскільки дозволяє визна-
чити наявність інфекційного агенту на початкових 
етапах розвитку хвороби і виробити оптимальну стра-
тегію боротьби. Подібність клінічних і патологоана-
томічних ознак за африканської й класичної чуми 
свиней (КЧС) ускладнює встановлення діагнозу 
(Moennig et al., 2003; Maksimovich and Semenov, 2016; 
Schulz et al., 2017). Найбільш ефективним методом 
диференційної діагностики АЧС і КЧС є полімеразна 
ланцюгова реакції (ПЛР) (King et al., 2003; Hoffmann 
et al., 2005; Oura et al., 2013). В Україні для підтвер-
дження діагнозу користуються переважно моноплекс-
ними комерційними тест-системами, які не дозволя-
ють одночасно виявляти обидва збудника в одній 
пробі. У зв’язку з цим в Інституті ветеринарної меди-
цини НААН розроблено та успішно провалідовано 
перший в Україні діагностичний набір для диферен-
ційної діагностики АЧС та КЧС методом ЗТ-ПЛР у 
реальному часі (Mandygra et al., 2017). Розроблений 
діагностикум дає можливість одночасно виявляти три 
мішені: ДНК вірусу АЧС, кДНК вірусу КЧС і внутрі-
шній контрольний зразок (ВКЗ), що сприяє економії 
часу та коштів на проведення досліджень. 
Метою роботи було проведення експертної оцінки 
тест-системи для диференційної діагностики афри-
канської та класичної чуми свиней методом ПЛР у 
режимі реального часу за показниками: зовнішній 
вигляд, чутливість, специфічність та збіжність ре-
зультатів.  
 
Матеріал і методи досліджень 
 
Міжвідомче випробування діагностичного набору 
проводили згідно з наказом Держпродспоживслужби 
України № 602-113-13/7278 від 4 грудня 2017 р. на 
базі Науково-дослідного відділу молекулярно-
генетичних досліджень Державного НДІ з лаборатор-
ної діагностики та ветеринарно-санітарної експертизи 
(ДНДІЛДВСЕ), м. Київ.  
Дослідну серію діагностичного набору «АЧС/КЧС 
дуо ПЛР-РЧ» для диференційної діагностики афри-
канської та класичної чуми свиней методом ПЛР у 
режимі реального часу оцінювали за показниками: 
зовнішній вигляд, чутливість, специфічність та збіж-
ність результатів, згідно з розробленою і затвердже-
ною методикою випробувань. 
Для комісійного випробування було підготовлено 
панель зразків, що включала: 10-кратні розведення 
ДНК вірусу АЧС (початкова концентрація 1103 ко-
пій/мкл) та кДНК вірусу КЧС (початкова концентра-
ція 1103 копій/мкл); референс-зразки ДНК вірусу 
АЧС І, V, VIII, IX, X генотипів; три польові зразки, 
позитивні щодо вірусу АЧС (№ 1–3); один зразок 
біологічного матеріалу, позитивного щодо вірусу 
КЧС (штам «Вашингтон»); два польові зразки, нега-
тивні щодо АЧС та КЧС (№ 1–2); а також вірусовміс-
ні суспензії культур клітин із збудником репродукти-
вно-респіраторного синдрому свиней (РРСС) – штам 
«Lelystad», цирковірусом свиней 2-го типу (ЦВС-2) – 
штам «Stoon 1010» і вірусом хвороби Ауєскі – штам 
«Петріківський-2006». Усі зразки досліджували у 
трьох повторах. 
Підготовку дослідних зразків, постановку реакції 
ампліфікації та облік результатів проводили згідно з 
листівкою-вкладкою до діагностичного набору. 
Реакційну суміш готували, змішуючи 17,0 мкл ре-
активу «ПЛР-суміш» та 3,0 мкл реактиву «Праймер-
суміш» (у розрахунку на одну пробу). Виділену 
ДНК/РНК дослідних і контрольних зразків додавали в 
об’ємі 5,0 мкл. 
Ампліфікацію здійснювали в режимі реального ча-
су за допомого приладу QuantStudio™ 5 System, ви-
робник «Applied Biosystems». Умови ампліфікації 
були такими: І) 50 ºС – 30 хв, зворотна транскрипція; 
ІІ) 95 ºС – 10 хв, початкова денатурація ДНК; 
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ІІІ) 45 циклів (95 ºС – 20 с, денатурація ДНК; 58 ºС – 
20 с, відпал праймерів; 72 ºС – 30 с, елонгація). 
Флуоресценцію вимірюють при температурі 58 °С за 
барвиками FAM (ДНК АЧС), ROX (РНК КЧС) та JOE 
(ВКЗ).  
Результати аналізу вважали достовірними, якщо 
значення Ct за барвниками FAM та ROX позитивного 
контролю ≤ 35, значення Ct негативного контролю 
відсутнє, значення Ct по JOE всіх досліджуваних 
зразків (ампліфікація ВКЗ) ≤ 35. При цьому досліджу-
ваний зразок вважається позитивним щодо АЧС, як-
що значення Ct по FAM ≤ 40, позитивним щодо 
КЧС – якщо Ct по ROX ≤ 40.  
 
Результати та їх обговорення 
 
На початку роботи комісією було перевірено 
якість маркування, пакування та комплектність ПЛР 
тест-системи. Усі необхідні для роботи компоненти 
(ПЛР суміш, Праймер-суміш, позитивний, негативний 
та внутрішній контрольні зразки) та листівка-вкладка 
були в наявності. Сторонніх домішок, тріщин пробі-
рок не спостерігалось. 
Чутливість діагностичного набору визначали шля-
хом тестування серії 10-кратних розведень ДНК віру-
су АЧС та кДНК вірусу КЧС. Межею виявлення (limit 
of detection, LOD) вважалось останнє розведення ДНК 
вірусу АЧС та кДНК вірусу КЧС, за яким спостеріга-
лося збільшення росту кривої флуоресценції, а зна-
чення Ct по FAM та ROX становило ≤ 40. 
На рисунку 1 і таблиці 1 видно, що довірчий інте-
рвал аналітичної чутливості до вірусів АЧС за конце-
нтрацій 1,0×103 – 1,0×100 копій/мкл становив 100%, 
відповідно межа виявлення склала 1 копію/мкл ДНК 
вірусу АЧС, або 5 копій на реакцію.  
Ідентичні результати отримані за визначення чут-
ливості діагностикуму й до вірусу КЧС: 100 % довір-
чий інтервал аналітичної чутливості за концентрацій 
1,0×103 – 1,0×100 копій/мкл,  межа виявлення – 1 ко-
пія/мкл кДНК вірусу КЧС, або 5 копій на реакцію 
(рис. 2). 
 
 Рис. 1. Криві ампліфікації цільової послідовності вірусу АЧС за FAM К+ – позитивний контроль; № 1–3  – 
польові зразки позитивні на АЧС; референс зразки ДНК вірусу АЧС  І, V, VIII, IX та X генотипів; 10*3, 10*2, 
10*1, 10*0 – 10-кратні розведення кДНК вірусу КЧС 
 
 
Специфічність діагностикуму визначали за наявні-
стю флуоресцентного сигналу по FAM (детекція ДНК 
вірусу АЧС) та ROX (кДНК вірусу КЧС) за викорис-
тання явно позитивних зразків і відсутності вищезга-
даного специфічного флуоресцентного сигналу щодо 
FAM та ROX за перевірки негативних зразків, вклю-
чаючи сторонні збудники. 
За результатами, наведеними в таблиці 1, специфі-
чність діагностичного набору становила 100% для 
досліджуваних зразків, при цьому хибних результатів 
і неспецифічних реакцій не спостерігалося.  
Варто зазначити, що результати міжвідомчого ви-
пробування підтверджують, що розроблений в ІВМ 
НААН діагностикум виявляє ДНК вірусу АЧС не 
тільки ІІ генотипу, який циркулює на території Украї-
ни та Європи, а також І, V, VIII, IX та X генотипів. 
Встановлено високу збіжність результатів, отри-
маних за використання діагностичного набору. При 
виявленні ДНК вірусу АЧС та кДНК вірусу КЧС в 
зразках у трьох повторах статистично значущих роз-
біжностей результатів не спостерігалось (SD було в 
межах 0,5). 
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Рис. 2. Криві ампліфікації цільової послідовності вірусу КЧС за ROX: К+ – позитивний контроль; № 1 – РНК 
вірусу КЧС, штам «Вашингтон»; 10*3, 10*2, 10*1, 10*0 – 10-кратні розведення кДНК вірусу КЧС 
 
Таблиця 1 
Результати міжвідомчого випробування діагностичного набору «АЧС/КЧС дуо ПЛР-РЧ» (зразки досліджені у 
3-х повторах) 
 
№ 
п/п Зразок 
Результати  
FAM (АЧС) 
Результати  
ROX (КЧС) 
Ct середнє  JOE  
(ВКЗ) Ct середнє SD Ct середнє SD 
1 Позитивний контрольний зразок (К+) 16,64 - 17,38 - - 
2 Негативний контрольний зразок (К-) - - - - - 
3 ДНК вірусу АЧС (1,0×103 копій/мкл) 22,85 0,06 - - 28,50 
4 ДНК вірусу АЧС (1,0×102 копій/мкл) 26,12 0,05 - - 28,31 
5 ДНК вірусу АЧС (1,0×101 копій/мкл) 30,10 0,12 - - 28,13 
6 ДНК вірусу АЧС (1,0×100 копій/мкл) 34,40 0,13 - - 28,57 
7 кДНК вірусу КЧС (1,0×103копій/мкл) - - 22,91 0,04 27,60 
8 кДНК вірусу КЧС (1,0×102копій/мкл) - - 26,50 0,05 27,96 
9 кДНК вірусу КЧС (1,0×101копій/мкл) - - 29,80 0,08 27,99 
10 кДНК вірусу КЧС (1,0×100копій/мкл) - - 32,96 0,33 27,09 
11 Польовий зразок позитив на АЧС №1  16,25 0,15 - - 26,47 
12 Польовий зразок позитив на АЧС №2 17,10 0,09 - - 27,49 
13 Польовий зразок позитив на АЧС №3 14,60 0,10 - - 27,12 
14 РНК вірусу КЧС, штам«Вашингтон» - - 16,47 0,12 28,56 
15 Референс зразок ДНК вірусу АЧС  генотип І 23,90 0,06 - - 25,73 
16 Референс зразок ДНК вірусу АЧС  генотип V 28,25 0,51 - - 27,71 
17 Референс зразок ДНК вірусу АЧС  генотип VІІІ 28,65 0,74 - - 28,29 
18 Референс зразок ДНК вірусу АЧС  генотип ІХ 30,66 0,38 - - 28,40 
19 Референс зразок ДНК вірусу АЧС  генотип Х 19,22 0,10 - - 29,06 
20 Польовий зразок негативний на АЧС, КЧС №1 - - - - 27,79 
21 Польовий зразок негативний на АЧС, КЧС №2 - - - - 28,06 
22 ДНК ЦВС-2  - - - - 26,34 
23 РНК вірусу РРСС - - - - 28,10 
24 ДНК вірусу хв. Ауєскі - - - - 26,44 
 
Висновки 
 
В ході міжвідомчого випробування діагностичного 
набору «АЧС/КЧС дуо ПЛР-РЧ», проведеного на базі 
ДНДІЛДВСЕ, встановлено: 
1. Чутливість діагностикуму становить близько 5 
копій ДНК вірусу АЧС та 5 копій кДНК вірусу КЧС 
на одну реакцію. 
2. Тест-система специфічна до вірусу АЧС (І, ІІ, V, 
VIII, IX та X генотипів) та КЧС, при цьому не амплі-
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фікує ДНК цирковірусу свиней 2-го типу, РНК вірусу 
РРСС,  ДНК вірусу хвороби Ауєскі.  
3. За дослідження проб у трьох повторах статисти-
чно значущих розбіжностей виявлено не було (SD 
було в межах 0,5). 
Перспективи подальших досліджень. Після завер-
шення реєстрації розробленого в ІВМ НААН діагнос-
тичного набору, планується впровадження його у 
лабораторну практику ветеринарної медицини Украї-
ни. 
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